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OCENA

rozpronry doktorskiei mgr Mohrmeda Sulimana Mehmuda p.t

"The use of Hposomal fomulations of natural bioactfue substances and anthracyclines
in combinatory therapy of pancreatic cancert'.

Nowotwory trzustki naleĄ do grrrpy nowotworów o Ąch rokowaniacłu z uwagi na
brak efektywnych metod terapii. Ten zrrany fakt skłonił Pana mgr Mohameda Sulimana
Małmuda do ro4oczęcia prac badawczycĘ których celem byłoby znalezienie bardziej
skuteczrrych sposobów nltalcrajqrych tę śmiercionośną chorobę.

Badania rcz:pocĄ Autor od rozeznania anatomii i morfotogii bzustki oraz jej witalnej
roli w organianie, jako narządu wytlvarzająpego zarówno enzymy bawienne, jak i hormony
konbolujące poziom cukru w organizmie. Następnie Autor przeszedł do zdefiniowania i
klasyfikacji nowotworów trzustki, gdzie,jak się okazuje, 95% to adenocarcinoma komórek
egzokrynologicznych (PAc). Niska skuteczność terapii PAC związana jest nie tylko z

em nowotworu w póftrym stadium, gdy już nastą'iły przrlm)ty, ale także (a może
przede wszystkim) z nisĘ skutecanością terapii klinicznyctu zarówno w postaci mętod
chirurgicznych' jak i chemoterapeutycznych. Skupiając się na tych ostatrich, Autor
stwierdził, że większość stosowanych standardowo leków , takich jak gemcytabina, S-FU,
kapecytabina czy pochodrre platynowe, przynosi marginalne korzyści terapeutyczne. Wiąże
się to ze skomplikowaną sbukturą nowotworu i jego biotogii na poziomie molekularnyn1
obejmująpej foanskrypcję, ekspresję protein czy ścieżki sygnałowe. Przede wszystkim jednak
wysoce heterogeniczrry i ńoŻnny z włóknistych składników aąb nowotworu ogranicza
efektywność leków przeciwnowotworowych przęz upośledzenie transportu leku do
nowotworu i jego szybki metabolizrn (dezaktywację). Jako metdę ptzeanryciężenia (lub
złąodzenia) tych problemów Autor wskazał zastosowanie kombinacji istriejąpych leków z
inn}.mi substancjami hamująqymi proliferację oraz użycie systemu docelowego trarrsportera
lekrł co powinno v/płynąć dodatnio na efekt farmakologicany. Konkretyzująp tę koncepcję,
Autor sformułował ogólny cel pracy, który obejmował uĘcie włąęzefi naturalnych wraz z
istniejąqymi cytostatykami, otaz zastosowanie liposomów, jako transporterów tych leków.
Realizacja założonego celu miała prowadzić do poprawy farmakodynamiki, farrrakokinetyki i
biodostępnofui lęków zrriększenia ich sĘżeń w komórkach nowotworolYych i synergizrrru
składnikóq a Ęm samym zapewnić bardziej skuteczną walkę z uowotworem. Planują9
uźrycie w badaniach związ.ków naturalnych o właściwościach cytotolsycznych, na podstawie
przeglądu literatrrry przedmiotu Autor wybrał trzy substarrcje, a mianowicie
(ctlR)' kapsaicynę (cAP) i kwas alfa liponowy (ALA). Substarrcje ten znane od dawna w
medycynie naturalnej, charakteryzują się aóżnicowanym urpływem na mechaniany
molekularne nowotworów i atakują różne drogi sygnałowe w komórceo prowadąc ostateczrrie
do apoptozy komó*i nowotworowej (cUR i cAP). ALA p€łni natomiast fimkcję
uriataczalgenentora wolnych rodników. Ja*kolwiek wszystkiJ wybrane substancje ą
nierozpuszczalne w wodzie, wykazują słabą biodosĘpność i ograniczorą trwałość w
organizrrrach żywych, to zastosowanie liposomów powinno zlikwidowac ten problem. Jako
drugi składnik badanej kombinacji leków uąrto zrranych i stosowanych szeroko



Prof. dr hab. Łukasz Kaczmarek
lnst]/tut FarmaceuĘczny
Ul. Rydygiera ą 01-793 Warszawa
Tel.: (22) 456 39 21; kom.: 695 755 156
Lkaczmarek@ifarm.eu

antybiotyków antacyklinolvyct\ a mianowicie doksorubicyny (DoX;, epirubicyny (EPD i
nowego antybiotyku wP 744, od niędawna wprowadzonego do kliniki w leczeniu złośliwych
glejaków mózgu. Antybioryki te, o zróżnicowanej aktywności przeciwnowotworowej,
działająpptzez inhibicję topoizomerazy II, a ich główne wady to kardiotolrsycznor$ó i rozwój
opomości wielolekowej (MDR). Także i w tym prąpadku pruewidziano, że zastosowanie
liposomów poprawi indeks terapeuĘczny chemoterapeutyków. Przed przystryienięm do
opisu prac eksperymentalnych i ich wyniku, Autor omówił szczegółowo problem liposomów.
W dysertacji przedstawiono budowę i metody otrymywania liposomówn ich klasyfikację,
sabilizująpą rolę wbudowywanych cąsteczek cholesterolu oraz pasyvyne i akĘwne metody
zamykania cząstsczek leków w liposomach. W szczególności Autor skupił s\ilą uwagę na
problemie stabilności liposomów w knłiobiegu. Konwencjonalne liposomy, zbudowń z
obojętrych lub naładowanych ujemnie fosfolipidów i cholesterolu są szybko usuwane ptllrlz
fagocyty, podczas gdy t^n. ,ostealth liposomes" pokryte glikolem polietylenowym
(PEG)(PEGylowane) unikają anasowanęgo ataku fagocytow, pnez co ich okres tnrania w
knłiobiegu jest zrracznie dłuższy. Ten właśnie rodzaj liposomów nadaje się szczególnie do
użycia w terapii nowotworów, bowiem z uwąi na nienormalną budowę unaczynienia glza
nowotworowego i przęuszczalność tlaczyń, długo Ęąqe liposomy przedoĘią się znacryft
do tkanki nowotworowej i tarr kumulują (ęfekt EPR) w stopniu zrnsmię więIrszym, niż lek
wolny. Poprawia to zdecydowanie efekt terapeutyczrry i mniejsza toksycmość ogóĘ
chemoterapeutyku.

Kończąc tozulaż"ania teoreĘczne, Autor przedstawił ostateczny, szczegółowy cel
badań' obejmujący użycie liposomów jako bansporterów wybnrrych substancji naturalnych i
antybiotyków antracyklinowycĘ co powinno doprowadzić do poprałvy efekhl
oytotoksyculego w stosunku do linii raka tzustki in vitro. Praktyczna rcalizasja tego celu
polegała na wytworzeniu form liposomo}vych wybranych leków i substancji naturatnycĘ
b*ując na metodach istniejących lub nowycĘ optymatizacji charakterystyki fizycanej tych
formn zbadaniu cytotoksycaności na komórkach raka tzustki i wyborze Ęlepiej działajągych.
Zaplanowane badarria mialy zakoficzyÓ się studianri nad mechaniznrem dziilaniakurkuminy i
olaeśleniem efektów farmakologicanych ariparrych z zastosowaniem kombinacji
liposomów.

w cąwi opisującej prace eksperymentalne przedstawiono sposób otrzymania
liposomów ,ostealth'' z fosfatydylocholiny pochodząpej z soi (sPc) lub jej uwodornionego
Talogu (HsPc) i pochodnej glikolu polietylenowego DSPE_PEGzo6 pfiIez liofilizację
roztworów i hydratację filmu fosfolipidowego. w *ytoooonych liposomach zamtnięló
naturalne z\łtązki cUR" cAP i ALA metodą pasywną ptzy crym w niektóre liposomy
wbudowano cąsteczki cholesterolu. Z kolei antybioĘki antracyklinowe Dox, EPI i wP714
zsstaĘ zamknięte w fiposomach metodą aktyqmą z lźyciem roztworów askorbiniant1
siarczarru lub węrsenianu amoniowego, jako siły napędowej. Warto dodać, że liposomy
zawiaająsę WP7M zostĄ otzymane po nz pierwszy. Wszystkie wytworzone lrposomy
zostały wane Wezułyznaczenie wielkości i jej rozruuĘ morfologii, potencjału
z'eta i wydajności zarrrykania leków w liposomach (enkapsulacji EE). Następnie określono
stabilność liposomów i ich trrałość ex vivo w plaanie ludzkiej. Na podstawie
przeprowadzonych badań liposomów zawierających zriliązki naturalne cU& cAP i ALA,
wyselekcjonowano fornry liposomowe o najlepszych właściwościach, a mianowicie
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niewielkich rozrrriaracĘ wągkim rozrzucie wielkości cąstęk' prawie neufulnym potencjale
z.eta i wysokiej wydajności enkapsulacji. Formy te, to nie zawieąiące cholesterolu (który
powodował gwałtowny spadek EE), PEG_ylowane liposomy zbudowane z HSPC, D$PE_
PEGzooo i ctIR" cAP albo ALA w stosrrnku 9.0:0.5:0.5' oznaczone jako Hcurs, tlcas i Hł.łs.
W odróżnieniu od form konwencjonalnych, nowe formy liposomowe o długim czasie ilwania
w układzie lmrionośnyrą Ędące przedmiotem dysertacji, wykazują właściwości ftzycane
pozwalające przewidywać lvysoki efekt EPĘ a w konsekwencji oczekiwać wysokiej
aktywności przeciwnowotworowej. Wyselekcjonowane formy liposomowe zostaĘ poddane
ocenie ich cytotoksyczrrości w stosrrnku do linii nowotworów trzustki AsPC-I i BxPc_3. Jak
stwierdzono w badaniach wstępnych' satne liposomy oparle na SPC, nie zawierająpe leĘ
wykazują efekt cytotoksyczny. Spowodowało to wyeliminowanie tej klasy liposomów z
dalszych prac. Przeprowadzona ocena cytotoksyczności wybrarrych form liposomowych
wykazała zróżnicowany stopień dztałania przeciwnowotworowego, 0. mianowicie Hc*s
dńńała na obie linie nowótworowe, zaś Hcaps i Hł,łs Ęlko na linię AsPC_1, pray cTym
formy liposomowe posiadały znacanie wytsą alctywność przeciwnowotworową nrż
odpowiednie wolne substancje. Wszystkie formy liposomowe antybiotyków
antacyHinowych wykazywały działanie cytotoksyczne w stosrmku do obu linii
nowotworolvych' przy aTvnn aktywność form EPI i wP744 ptz'ewyższałaaktywność formy
Dox. Co ciekawe, formy liposomowe, które wytworzono z użyciem askorbinianu
amoniowego oh,azĘ się bardziej aĘwne, niż wytworzone z pomocą pozostałych soli
amoniowych. Efetd ten przypisano działaniu synergicznemu lorasu askorbowego.

Na zakończenie Autor wykonał prace eksperymentalne, które miały na celu
podsumowanie projektu i które odpowiadĄ na dwa pytanią a mianowicie: w jaki sposób
najciekawsza z punktu widzenia badań forma liposomowa CtJR indukuje
ąoptozę w komórkach nowotworowych, otazjaki efekt przeciwnowotworowy osiąga się
pnlęz zastosowanie kombinacji liposomów zawierarjących antybiotyki anfiacyklinowe z
liposomami zawierająqymi Nipklnaturalne cUR' cAP i ALA.

Badania przeprowadzone w celu rozwiązanta pierwszego ?"adarrego problem, a
mianowicie indukcji apoptozy ptzsz liposomową formę cUR wykazały, że generuje ona

órkowe realśtywne formy tlenu (RoS), ptzy czym anaszrrię dłu:żej, niż wolna
cuR. Świaaczy to o większej trrvałości cząstscdrj zawartej w liposomie, co potwierdza
załoŻenia przyjęte na pocątku pracy. Drtrga d'ogą prowadąca do apoptozy komórki, to
wykazana zdolność formy liposomowej CUR do alctywacji h,aspazy 3l7.' ostatrie badanią podsrmrowująpe podstawowe 'rałożś-ia przyjęte w pracy' to
sprawdzenie efektu zastosowania terapii przeciwnowotworowej kombinacji form
liposomowych chemoterapeutyków antacyklinowych i związków naturatnyctr. Wystpienie
zjawiska synergii, wywołanego atakiem obu składników kombinacji na ńźrre mechanianry
molekularne nowotworą stanowi efekt poądany nie tylko z punktu widzenia efekĘwności
terapeutycznej, aletakże z uwagi na znrniejszenie toksyczrrości chemoterapeutyku. Uzyskane
wyniki w badaniach in vłtro na komórkach obu nowotworów tzustki wykazały istobie efekt
synergri w niektórych prąrpadkach (np. forma liposomowa CUR z fomrami liposomowymi
Dox i EPI utworzonymi z uĘciem askorbinianu amoniowego otuz z formą liposomową
\ilT7M wobec obu linii nowotworowych albo forma liposomowa cAP i ALA z formą
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liposomową wP7u wobec linii AsPC-1.), co potwierdza oczekiwania Autora przedstawione
na wstępie rołpralvy.

Podsumowując, naleŻy stwierdzić, żp Autor osiągĘ zaplanowane cele pracy
doktorskiej. w badaniach dowiódł, Ż-e enkapsulacja potencjalnych leków w liposomach o
długim okresie trwania w krwiobiegu zwiększa tnrałośó leków i ich właściwości
prueciwnowotworowe w stosunku do linii nowotworowych tzustki. Badania te poprzedziła
synteza PEGylowanych liposomów zawierająsych cUĘ cAP albo ALA i selekcja
najlepszych z punktu widzenia stabilności, własności ftzycntych i wydajności enkapsulacji.
Synteza kolejnej grupy liposomów, zawietająsych anrybioryki antracyklinowe' lx)zwoliła na
zbadanie efektu cytotoksycztlęgo kombinacji liposomów zawierających naturalne substancje
o właściwościach przeciwnowotworowych z liposomowymi formami tych antybiotyków. W
większości prąpadków osiągnięto efekt synergizrru lub addytyvrności, co potwierdziło
zńoŻsniauzyskania korzysfuego efektu farmakologicznego pęEzzastosowanie wynienionej
kombinacji liposomów. Badanie te mogą się w przyszłości przyczyruć, do poprawy efektów
terapii nowotworów trzustki.

Praca zawiera wyczerpująpe uzasadnienie podjętych badań i staranną analizę
literaturową obejmująqą zarówno dotychczasolvy stan terapii nowotworów tzustki jak i
charakterystykę Ęch nowotwońw i mechanianów molekularnych ich funkcjonowania.
Anatizująq praycTyry niepowodzenia terapii nowotworów tzustki, Autor stawia hipoteą
ułcia kombinacji form liposomowych leków i substancji naturalnych o właściwościach
przeciwnowotworowych i przedstawia wnsląd literatrnowy dotyczący otzymywanią
budowy i klasynkacji liposomów oraz ich zastosowanią jak ńrłmież substancji naturalnych i
chemoterapeutyków nadająpych się do wykorzystania w zaplanowanych badaniach.

Zarówno cel pracy, jak i plan działania są jasne i logiczne. opis prac jest przejrzysty i
konselnrentny. Praca doktorska jest napisana starannie' choć Autor nie ruriknął błędów w
Tabelach 4 i 5 (str. 50 i 51)' gdzie zawartość cholesterolu w kompozycjach liposomów nie
aws?"e koreĘe z odpowiednim t1pem liposomu.

Na .zakończenie mteĘ podkreślić, b vryniki badań Ędąpych przedmiotem
recenzowanej dysertacji zostały opublikowane w postaci jedrrej publikacji w PLOS oNE
(open Access Jorrmal), i przedstawione na sześciu laajowych i mięĘmarodolvych
konferencjach.

Całość recenzowanej pracy świadczy o odpowiednim przygotowaniu Doktorarrta do
prowadzenia badatl narrkowych i speboia wymagania ustalvy o stopniach i tytułach
naukowych. Na tej podstawie wnioskuję o dopuszczenie Pana mgr Mohameda Sulimana
Mahmuda' do dalszych etapów przewodu doktorskiego w sprawie nadania stopnia naukowego
doktorą nauk biologicznych w dysc1plinie biotechnologra.
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